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Enjeux et spécificité de l'identification microbienne

Enjeux | : Etiquetage rapide et précis des infections
Soin du patient, controle des épidémies, épidémio-vigilance
Choix de I'antibiogramme / antibiothérapie

Spécificité : Biodiversité des microorganismes
- grande variété des tests = identifications
> activité trés spécialisée

Enjeux Il : Rationalisation des coits d’hospitalisation
de revient des analyses
des personnels
de I'espace d’analyse !

b  AUTOMATISATIONS ??



Automatisations : Principes et Limites

Rap. Se. Sp. Univ. Deb. Colt
Prélevements diagnostiques
... PCR (ARN 16S/18S/ 23S/ 28S)| */- +/- ++ ++  ++ -

... Puces a ADN +/- +/-  +++ ++ ++ -

Primocultures

API® +/- ++  ++ +[- O+ +
Car. Biochimiques ++ + + 4 + +
Spectroscopie infrarouge + ? +-  + ? 4
Méth. Fluorimétriques +/- +  ++ - -+
PCR (ARN 16S/18S/ 23S/ 28S) | /-  +/- ++ ++ S -
Puces a ADN +- -+t --
SM : MALDI-TOF +++ ++ ++  ++ ++ ++

A démontrer !



Spectrométrie de Masse

Tube sous vide primaire 107 mbar

Cible supportant
P’analyte
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“Bioanalytik”, Spektrum Akademischer Verlag, 1998
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Identification bactérienne — spectromeétrie de masse
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Plan de travail

4- Interpretation BioTyper®
Banque de données ©

3- Analyse MALDI-TOF
- profil MALDI-TOF 2000-12000 Da

2- Dépot sur cible
MALDI

1 - qq colonies
+extraction Protéines

Microrganisme
inconnu

?

Extraction : 3 étapes en tube
—> prot. abondantes :
= Ribosomales, memb., pariétales




Acquisition — analyse des spectres

ClinProt® = Biotyper®

Peakpicking Result
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* Analyse des spectres :

Lissage, correction des lignes de base, normalisation -
validation des pics

Algorithmes multiples a chaque étape...

Parametres ajustables (e.g. nombre de pics, S/N,
intensité, masses considérées, etc....)



Mass Spectrum
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Repetabilite
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Reproductibilité Staphylococcus aureus

Mass Spectrum
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|dentification Corynebacterium spp

CO71 (C. ulcerans)

CO31 (C. jeikeium)




Corynebacterium : 17 especes, 111 souches

jeikeium,

urealyticum c017.

urealyticum C0O31.C034.C0O33C028C026C027CO17(2)
jeikeilum  co29
Jeikeilum  cO30°

jeikeilum  CO35
Jeikeilum  CO32.

CO84
C005.C004C003.C002C0O01.

pseudodipht c0110.C0109.C098.C0O97. CO96.CO95
propinquum - c0g1.CO80

propinquum o83, CO82

urealyticum C023.C025.C022C021.C020C018CO16.
urealyticum CO19.

a;ermen%ans CO77.CO72
afermentans
afermentans cors

9
afermentans CO76

afermentans CQO75.CO74. CO73

argentoratensaec0112.Cc0111
amycolatum  ©0101.CO100

amycolatum C0106.C0105
amycolatum Cc0108

(accolens)/ CO85: macgin; /CO91C090C089C0O87. CO86.CO85

accolens CO88

dipht CO52
striatum COO7COOS

striatum CO15C014C013.C0O10. CO09
striatum CO11C0O12
minutissimum CO99
minutissimum CcO103

minutissimum - ~~4497 0102
minutissimum CO104

50 noeuds

CDC G1 €092
CDC G1 C093
CDC G1 C09%4

dipht CO37.C036

dipht C0O39. CO38
dipht CO43C042(1).

dlpht C041.C040
C054.C048
Dipht // urealyticum C024& C056. C0O49(2)
dipht  C0O58C055(2)C053.CO50
dipht cos7
dipht CO49(1
: __dipht CO55(1
Dipht // urealyticum C024(1).CO42 2
diphtcO4 CO46.CO44

dipht  C051.C047

Ulcerans// Pseudotuber /C0O71.C070.C065.C069.C068.C067.CO66

pseudotuber CO64.C063. C062.C061.C060.CO59
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Bacilles Gram (-)

E.coli rs55, rs16(2)
E.coli rs2

E.coli rs61

E.coli rs16(1)

E.coli rs41(1), rsb51

E.coli rs41(2)

E.coli rs14

E.coli rs68, rs5

E.coli rs32

E.coli rs67

E.coli rs48

E.coli rs17, rs45, rs4
E.coli rs35

E.coli rs18

E.coli (s34

E.coli rs18

Citrobacter.youngae rs205
Citrobacter.freundii rs269, rs244

Citrobacter.freundii rs29, rs229, rs79, rs209

Citrobacter.braakii  rs274

Citrobacter.farmeri  rs243
Citrobacter.koseri rs137

Citrobacter.koseri  rs299(2)
Citrobacter.koseri rs298, rs73
Citrobacter.koseri  rs275 (2)

Citrobacter.koseri rs299(1), rs73(2), rs263
Citrobacter.koseri rs275 (1)

E.hermannii rs106
~ E.coli rs26

E.coli/KIei5€2
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Marqueur épidémiologique ?7? . Staphylococcus aureus
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CONCLUSION

\ Spectrométrie de masse : grand intérét naissant !
technologie, bonne pratique, qualité banque de données

\ Equipement, faible colit d’exploitation, rapidité, fiabilité

v Technologie transversale = inter-services, inter-sites !!
- bactériologie, mycologie, parasitologie

\ Identifications microbiennes, épidémiologie,
biomarqueurs -> reconnaissance de souches particuliéres



